(12) NACH DEM VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VERGFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 




(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Buro 

(43) Internationales VcrdfTentlichungsdatum (10) Internationale VerSffentllchungsnummer 

12. Juii 2001 (12.07.2001) pcT WO 01/49880 A2 

(51) Internationale Patentklassifikation^: C12Q 1/68 (74) Anwalt: G I NZEL, Christian; Zimmermann & Partner, 

Postfach 330 920, 80069 MUnchen (DE). 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EPOO/ 13288 

(81) Bestimmungsstaat (national)'. US. 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

27. Etezember 2000 (27.12.2000) (84) Bestimmungsstaaten frcfiionai): europaisches Patent (AT. 

BE. CH, CY, DE, DK, ES, H, FR, GB, GR» IE. IT, LU, MC. 

(25) Einreichungssprache: Deutsch 

(26) Verdfrentlichungssprache: Deutsch Veroffentlicht: 

— Ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu 

, - _^ ^ ^ . . .. veroffentiichen nach Erhalt des Berichts. 

(30) Angaben zur PnoritMt: 

199 63 857.8 30. Dezember 1999 (30. 12. 1999) DE 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
y-t^v A .J XT-- /> » ■ . ^ . Abkiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 

^ ^ f/rmlr^^^^f^^^^ Codes and Abbreviations! am AnfangjederregularenAusgabe 

2 [DEA3E]; Max-Volmer-Strasse 4, PCT-Gazetie verwiesen, 

40724 Hilden (DE). 

(72) Erfinder; and 

(75) Erfinder/Anmelder (nurfur US): KORFHAGE, Chris- 
tian [DE/DE]; Sepp-Herberger-Strasse 6c, 40674 Langen- 
feld (DE). OELMULLER, Uwe [DE/DE]; Milb-ather Weg 
46, 40699 Erkrath (DE). 



— (54) Title: PRIMERS, IN PARTICULAR, FOR PRIMER-DEPENDENT NUCLEIC ACID SYNTHESIS PROCESSES AND NU- 
= CLEIC ACID AMPLIFICATION METHODS 

^ (54) Bezeichnung: PRIMER, INSBESONDERE FOR PRIMER-ABHANGIGE NUKLEINSAURE-SYNTHESEPROZESSE 
= UND NUKLEINSAURE-AMPLIFIKATIONSVERFAHREN 

SSS (57) Abstract: The invention relates to primers which exhibit a high specificity and e£Qciency during hybridization with a target 
nucleic acid. To thi.<i end, the invention provides that a high proportion of bases, which can form two hydrogen bridge-type bonds 
with the corresponding bases in a target molecule, are predominant on the 3'-end of the hybridizing part of the primer. The 5*-end 
of the hybridizing part advantageously comprises a high proportion of bases which can form three hydrogen bridge-type bonds with 
the corresponding bases in the target molecule. The inventive primers are suited for use in primer-dependent nucleic acid synthesis 
processes, such as DNA syntheses and nucleic acid amplification methods, in particular, isothermal amplification methods. The 
^ inventive primers make it possible to significantly increase the yield of a specific amplification product and to reduce the production 
of undesired byproducts. 

QO (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung gibi Primer an, welche eine hohe Spezifilat und Effizienz bei der Hybridisie- 
^ rung mit einer Zielnukieinsaure zeigen. Erreicht wird dies im Wesentlichen dadurch, dafi am 3'-Ende des Hybridisierenden Teils des 

Primers ein hoher Anteil an Basen vorherrscht, die zwei Wasserstoffbriickenbindungen mit den korrespondierenden Basen in einem 

ZielmolekUl ausbUden konnen. Das 5'-Ende des hybridisierenden Teils weisl vorteilhafterweise einen hohen Anteil an Basen auf, 
2 Wasserstoffbriickenbindimgen zu den korrespondierenden Basen in dem ZielmolekUl ausbilden kQnnen, Die erfindungsge- 

mUfien Primer sind geeignet fiir die Verwendung bei Primer-abhangigen Nukleinsaure-Syntheseprozessen, wie DNA-Synthesen, und 
Q NukleinsSure-Amplifikationsverfahren, insbesondere isodiermalen Amplifikationsveifahren. Mit den erfindungsgemSfien Primem 

kann die Ausbeute an spezifischen Amplifikationsprodukt signifikant erhdht und die Produktion unerwlinschter Nebenprodukte si- 
^ gnifikant unterdriickt werden. 
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Primer, insbesondere fur Primer-abhangige Nukleinsaure- 
Syntheseprozesse und Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren 

Die vorliegende Erfindung betrifft Primer, insbesondere fur Primer-abhangige 
Nukleinsaure-Syntheseprozesse und Nukleinsaure-Amplifil<ationsverfahren, 
Primergemische, ein Verfahren zur Herstellung von Primem, die Venwendung 
der Primer in Nukleinsaure-Syntlieseprozessen und Nukleinsaure- 
Amplifikationsverfahren sowie Kits enthaltend entsprechende Primer. 

Zunaclist werden nachfolgend einige Begrlffsdefinitionen angegeben. 

Unter einem Enzym fur die Nukleinsaure-Polymerisation Ist eine Klasse von 
Enzymen zu verstelien, welche Phospinodlester-Bindungen zwischen einzelnen 
Nukleotiden innerhalb eines Nukleinsaure-Stranges katalysieren (Nukleinsaure- 
Polymerasen). Unter einem Enzym fur die Nukleinsaure-Ligation ist eine Klasse 
von Enzymen zu verstehen, die Pfiosphodiester-Bindungen zwischen den end- 
standigen Nukleotiden zweier Nukleinsaure-Strange katalysieren (z.B. Nuklein- 
saure-Ligasen). 

Haufig venwendete Enzyme zum Zwecke der Nukleinsaure-Polymerisation sind 
DNA- Oder RNA-Polymerasen. Darunter sind unabhangig von ihrer stofflichen 
Natur Enzyme zu verstehen, welche eine Kondensatlonsreaktlon zwischen dem 
3'-Ende (OH-Ende) der Desoxyribose oder RIbose einer Nuklelnsaure und ei- 
nem Saurerest, der mit der Desoxyribose oder Ribose des eintretenden Nu- 
kleotjdsyerknupft ist, katalysieren, Als Matrjze dient dabei eine Nukleinsaure,- 
und zwar beispielsweise eine RNA (RIbonukleinsaure) bei RNA-abhangigen 
Polymerasen und eine DNA (Desoxyribonukleinsaure) bei DNA-abhangigen 
Polymerasen. 
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Nukleinsaure-Synthesen sind beispielsweise Schlusselreaktionen bei der Am- 
plifikation und Klonierung von Nukleinsauren. Des weiteren werden sie bei- 
spielsweise bei diagnostischen Verfahren eingesetzt. 

5 Unter den Begriff Nukleinsaure fallen insbesondere RNA und DNA in alien Lan- 
gen und Konfigurationen, wie Doppelstrang, Einzelstrang, zirkular, linear, ver- 
zweigt etc. Des weiteren fallen darunter Oligomere, Plasmide, Viroide, virale, 
bakterielle und archaebakterielle DNA und RNA, genomische und nicht- 
genomische DNA und RNA aus Tier-, Pilz- und Pflanzenzellen oder anderen 

10 Eukaryonten, tRNA, mRNA in prozessierler und unprozessierter Form, hnRNA, 
rRNA, cDNA und alle anderen denkbaren Nukleinsauren. 

Der Nukleinsaure-Erststrang ist der Nukleinsaurestrang, welcher wahrend der 
Primer-abhangigen Nukleinsaure-Synthese durch ein Enzym, wie z.B. DNA- 
15 Oder RNA-Polymerase, Ligase etc.; gebildet wird und komplementar zur Se- 
quenz einer Zielnukleinsaure ist. 

Der Nukleinsaure-Zweitstrang ist der Nukleinsaurestrang, welcher wahrend der 
Primer-abhangigen Nukleinsaure-Synthese durch ein Enzym gebildet wird und 
20 komplementar zur Sequenz des Erststrangs ist. 

Als eine Zielnukleinsaure wird eine Nukleinsaure definiert, die spezifisch einen 
definierten Primer binden, d.h. mit diesem hybridisieren, kann. Die Zielnuklein- 
saure dient nach der Primer-Bindung bei der primer-abhangigen Nukleinsaure- 
25 Synthese durch ein Enzym, z.B. DNA- oder RNA-abhangige Polymerasen, als 
Matrize des zu synthetisierenden Nukleinsaure-Stranges, wobei die Sequenz 
des zu synthetisierenden Nukleinsaure-Stranges komplementar zur Sequenz 
der Zielnukleinsaure ist. Spezifische Bindung bedeutet dabei nicht, daB 100% 
Komplementaritat zwischen Zielnukleinsaure und hybridisierendem Tell des 
30 Primers voriiegen muB. Bis zu maximal 50% der Basen im hybridisierenden 
Bereich zwischen Primer und Zielnukleinsaure durfen nicht-komplementar sein, 
um noch brauchbare Ergebnisse zu erzielen. Gute bis sehr gute Ergebnisse 
konnen erreicht werden, wenn nicht mehr als 30% der Basen des hybridisieren- 
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den Teils des Primers und der Zielnukleinsaure nicht-komplementar sind. Je 
hoher der Grad an Komplementaritat zwischen dem hybridisierenden Tail des 
Prinners und der Zielnukleinsaure ist, desto speziflscher und effektiver ist der 
Primer. 

5 

Die Zielsequenz ist zum einen die Sequenz, welche die Primer-Bindestelle ent- 
halt, und zum anderen die Sequenz, die in 3'-Richtung (stromabwarts) von der 
Primer-Bindestelle liegt. Bei der Primer-abhangigen Nukleinsaure-Synthese 
wird eine Nukleinsauresequenz geblldet. die komplementar zur Zielsequenz ist. 

Primer sind Starter fur die Nukleinsaure-Synthese. Es handelt sich meist urn 
kurzkettige, einzelstrangige Oligoribo- oder Desoxyrlbonukleotide, die zu einem 
Bereich auf einem einzelstrangigen Nukleinsauremolekul zu mindestens 50% 
komplementar sind (siehe oben) und mit diesem zu einem Doppelstrang reagie- 

15 ren konnen. Das freie 3 -Hydroxy-Ende in diesem Doppelstrang dient als Sub- 
stratfur Nukleinsaure-Polymerasen, wie beispielsweise RNA- und DNA- 
Polymerasen, und als Startstelle fur die Aufpolymerisierung des gesamten Ein- 
zelstrangs zum Doppelstrang. Primer sind allgemein definiert als ein oligomeres 
Startermolekul. das sequenzspezifisch an die Zielnukleinsaure binden kann. Die 

20 Sequenz der Zielnukleinsaure, die den Primer bindet, wird als Primer- 
Bindestelle bezeichnet. Dabei kann ein Primer durchaus auch verschiedene 
Zielnukleinsauren binden, wenn diese alle die gleiche oder eine ahnliche Se- 
quenz als Primer-Bindestelle enthalten. Ein erster oder primarer Primer PI wird 
als „anti-sense Primer" und ein zwelter oder sekundarer Primer P2 wird als 

25 „sense Primer** definiert. 

Als Zweitstrangsynthese-Primer wird ein „sense Primer*' definiert, der entweder 
ein sekundarer, der Reaktion von auBen zugefuhrter Primer P2 oder ein durch 
die Ruckfaltung des Nukleinsaure-Erststrangs gebildeter Primer (sog. „Hairpin 
30 Loop") ist. 

Eine Primer-Bindestelle ist die Sequenz der Zielnukleinsaure, die den Primer 
durch Hybridisierung binden kann. Die Sequenz der Primer-Bindestelle ist zu 
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mindestens 30%, bevorzugt mindestens 50%. besonders bevorzugt 100%, 
komplementar zur Sequenz des Primers. 

Der hybridisierende Anteil des Primers ist der Sequenzteil des Primers, der an 
5 das primare Zielmolekul hybridisiert und zu der Sequenz der Primer-Bindestelle 
des primaren Zielmolekuls in mindestens 50% der Basen komplementar ist. 
Das primare Zielmolekul ist das Nukleinsauremolekul, das in die enzymatische 
Reaktion eingesetzt wird. Es ist nicht Produkt dieser Reaktion. 

10 Die durch Enzyme, wie insbesondere DNA- und RNA-abhangige Polymerasen 
Oder Ligasen katalysierte, Primer-abhangige Nukleinsaure-Synthese ist eine 
Schlusselreaktion bei der cDNA-Synthese, DNA-Sequenzierung und bei Ampli- 
fikationsverfahren wie z.B. der Polymerase-Ketten reaktion (PCR)/RT-PCR oder 
den isothermalen Amplifikationsverfahren NASBA (Nucleic Acid Sequence Ba- 

15 sed Amplification), 3SR (Self-Sustained Sequence Replication; beinhaltet die 
Verwendung von RNase H), 2SR (Self-Sustained Sequence Replication; ahn- 
lich wie 3SR, aber ohne Verwendung von RNase H), TMA (Transcription Me- 
diated Amplification), SDA (Strand Displacement Amplification), LCR (Ligase 
Chain Reaction) OLA (Oligo Ligation Assay) und venA/andte Methoden. Die Effi- 

20 zienz der Primer-abhangigen Nukleinsaure-Synthese wird beeinflu3t durch die 
Aktivitat des Enzyms fur die Nukleinsaure-Polymerisation (z.B. einer DNA- 
Polymerase), durch die Zielnukleinsaure und durch Effizienz und Spezlfitat der 
Primer-Hybridisierung. Die Effizienz und Spezifitat der Primer-Hybridisierung 
hangt wiederum entscheidend von den verwendeten Salzen und Salzkonzen- 

25 trationen in der Syntheselosung, von der Sequenz der Zielnukleinsaure und von 
der Sequenz der Primer ab. Nachfolgend werden einige Anwendungsbeispiele 
fur Primer-abhangige Nukleinsaure-Syntheseprozesse naher beschrieben. 

Primer-abhangige Nukleinsaure-Synthese-Reaktionen findet man z.B. bei Erst- 
30 und Zweitstrang-cDNA-Synthesen, bei der DNA-Sequenzierung, bei auf Primer- 
Bindung basierenden Mutageneseprozessen und anderen Verfahren, Dabei 
werden sequenzspezifisch gestartete Nukleinsaure-Synthesereaktionen durch- 
gefuhrt unter Einsatz von Enzymen, wie z.B. RNA- oder DNA-abhangigen DNA- 
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Polymerasen, wobei die sequenzspezifisch gestarteten DNA- 
Synthesereaktionen folgende Schritte enthalten: 

(1) Sequenzspezifische Hybridisierung eines ersten Primers PI an eine zu die- 
sem komplementare Sequenz der Zielnukleinsaure (RNA oder DNA); und 

(2) Verlangerung des Primers P1 durch den katalysierten EInbau von Desoxyri- 
bonukleotiden an das freie 3 -OH Ende des zu verlangemden Primers PI 
mittels eines Enzyms, wie z.B. einer RNA-abhangigen oder DNA-abhangigen 
DNA-Polymerase, wobei die Zielnukleinsaure als Matrize dient, und der Pri- 
mer PI insgesamt oder zumindest im 3'-Bereich eine Sequenz enthalt, die 
komplementar zur einer bestlmmten Sequenz der Zielnukleinsaure ist und 
sequenzspezifisch an diese Zielsequenz hybrldisieren kann und wobei der 
Primer P1 im 5'-Bereich eine Sequenz enthalten kann, die nicht komple- 
mentar zur Zielnukleinsaure ist und nicht an der Zielnukleinsaure hybridisie- 
ren kann und zusatzliche Funktionen enthalten kann. Die Synthese lauft bis 
zum Ende der Zielnukleinsaure (Matrize) oder kann vor dem Ende unterbro- 
chen werden, womit die Erststrang-Nukleinsaure-Synthese beendet ist. 

(3) Die Nukleinsaure-Zweitstrangsynthese beginnt durch die sequenzspezifi- 
sche Hybridisierung eines Zweitstrangsynthese-Primers (ZP). Der 
Zweitstrangsynthese-P rimer kann sein ein separator, der Reaktion zuge- 
fuhrter Primer P2, ein Degradierungsprodukt der Zielnukleinsaure oder ein 
durch die Ruckfaltung des Nukleinsaure-Erststrangs gebildeter Primer (Hair- 
pin Loop). 

(4) Veriangerung des ZP durch den katalysierten Einbau von Nukleotiden an 
das freie 3'-OH Ende des zu veriangemden ZP mittels eines Enzyms, wobei 
der Nukleinsaure-Erststrang der Zielnukleinsaure als Matrize dient; der ZP 
enthalt insgesamt oder zumindest im 3'-Bereich eine Sequenz, die komple- 
rnentar zu einer bestimmten Sequenz der Zielnukleinsaure ist und sequenz- 
spezifisch an diese Zielsequenz hybridisieren kann und der ZP kann im 5 - 
Bereich eine Sequenz enthalten, die nicht komplementar zur Zielnukleinsau- 
re ist, als Folge davon nicht an der Zielnukleinsaure hybridisieren kann, zu- 
satzliche Funktionen enthalten kann und wobei der ZP die gleiche oder eine 
zu dem Primer P1 unterschiedliche Sequenz aufweisen kann. 
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Die Primer-abhangige Synthese Reaktion ist auch bei der Sequenzierung eine 
Schlusselreaktion. Das Verfahren der Nukleinsaure-Sequenzierung folgt im we- 
sentlichen dem schon vorstehend unter Primer-abhangige Nukleinsaure- 
5 Synthese Reaktion beschriebenen Verfahren und beschrankt sich auf die 

Schritte (1) und (2), wobei im Falle einer DNA-Synthese anstelle der Desoxyri- 
bonukleotide eine Mischung aus Desoxyribonukleotiden und Didesoxyribonu- 
kleotiden zum katalysierten Einbau durch Enzyme, wie z.B. RNA- Oder DNA- 
abhangige DNA-Polymerasen, verwendet wird. 

10 

Dabei werden die sequenzspezifisch gestarteten Nukfeinsaure- 
Synthesereaktionen zur Sequenzierung durchgefuhrt durch Enzyme, wie bei- 
spielsweise RNA- oder DNA-abhangige DNA-Polymerasen, wobei die sequenz- 
spezifisch gestarteten DNA-Sequenzreaktionen folgende Schritte enthalten: 

15 

(1) Sequenzspezifische Hybridisierung eines Primers P1 an eine zu diesem 
komplementare Sequenz der Ziel-Nukleinsaure (RNA oder DNA). 

(2) Verlangerung des Primers PI durch den katalysierten Einbau von Desoxyri- 
bonukleotiden und Didesoxyribonucleotiden an das freie 3'-OH Ende des zu 

20 veriangemden Primers PI durch Ein Enzym, z.B. eine RNA-abhangige oder 
DNA-abhangige DNA-Polymerase, wobei die Zielnukleinsaure als Matrize 
dient, der Primer P1 insgesamt oder zumindest im 3'-Bereich eine Sequenz 
enthait, die komplementar zur einer bestimmten Sequenz der Zielnukleinsau- 
re ist und sequenzspezifisch an diese Zielsequenz hybridisiereri kann und 

25 der Primer P1 im 5'-Bereich eine Sequenz enthalten kann, die nicht komple- 
mentar zur Zielnukleinsaure Ist, nicht an der Zielnukleinsaure hybridisieren 
kann und zusatzliche Funktionen enthalten kann. 

Primer-abhangige Nukleinsaure-Synthese-Reaktionen findet man auch bei auf 
30 Primer-Bindung basierenden Mutageneseprozessen. Dabei beruhen diese 
Mutagenesemethoden auf der sequenzspezifischen Bindung eines Primers 
Oder mehrerer Primer, der/die mindestens eine Mutation aufweist/aufweisen. Im 
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einzelnen umfassen die auf Primer-Bindung basierenden Mutageneseprozesse 
folgende Schrltte: 

(1) Sequenzspezifische Hybridisierung eines (oder mehrerer) Primer(s) P1 
(Pin) an eine zu diesem/diesen komplementare Sequenz der Zielnukleinsaur 
re (RNA oder DNA). 

(2) Verlangerung des (oder der) Primer(s) PI (Pin) durch den katalysierten Ein- 
bau von Nukleotiden an das frele 3'-OH Ende des (oder der) zu verlangem- 
den Primer(s) durch ein Enzym. z.B. eine RNA-abliangige oder DNA- 
abhanglge DNA-Polymerase, wobei die Zielnukleinsaure als Matrize dient, 
wobei der oder die Primer P1 (Pl^) insgesamt oder zumindest im 3'-Bereich 
eine Sequenz enthalt/enthalten, die komplementar zur einer bestimmten Se- 
quenz der Zielnukleinsaure ist und sequenzspezifisch an diese Zielsequenz 
hybridisleren kann, der oder die Primer PI (Pin) innerhalb der zur Zielse- 
quenz komplementaren Sequenz mindestens eine Mutation auf- 
weist/aufweisen, d.h. eine im Vergleich zur Nukleotidabfolge der Zielsequenz 
nicht komplementare Base und der/die Primer P1(P1n) im 5'-Bereich eine 
Sequenz enthalten kann/konnen, die nicht komplementar zur Zielnukleinsau- 
re ist, nicht an der Zielnukleinsaure hybridisieren kann und zusatzliche Funk- 
tionen enthalten kann. 

(3) Die Nukleinsaure-Zweitstrangsynthese wird dann begonnen durch eine se- 
quenzspezifische Hybridisierung eines P2, eines Degradationsprodukts der 
Zielnukleinsaure oder durch die Ruckfaltung des Nukleinsaure-Erststrangs 
an die zu diesem komplementare Sequenz des DNA-Erststranges der Ziel- 
nukleinsaure. 

(4) Verlangerung des P2 durch den katalysierten Einbau von Desoxyribonu- 
kleotiden an das freie 3'-OH Ende des zu verlangemden P2 mittels einer 
DNA-abhanglgen DNA-Polymerase, wobei der DNA-Erststrang der Zielnu- 
kleinsaure als Matrize dient, und der P2 insgesamt oder zumindest im 3'- 
Bereich eine Sequenz enthalt, die komplementar zur einer bestimmten Se- 
quenz der Zielnukleinsaure ist und sequenzspezifisch an diese Zielsequenz 
hybridisieren kann, und wobei der P2 im 5'-Bereich eine Sequenz enthalten 
kann, die nicht komplementar zur Zielnukleinsaure ist, als Folge davon nicht 
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an der Zielnukleinsaure hybridisieren kann und zusatzliche Funktionen ent- 
halten kann und wobei der P2 die gleiche oder eine zu Primer PI unter- 
schiedliche Sequenz aufweisen kann. 

5 Primer-abhangige Nukleinsaure-Synthese-Reaktionen findet man ebenfalls bei 
Erst- und Zweitstrang-DNA-Synthesen der Polymerase-Kettenreaktion (PGR). 
Dabei werden die sequenzspezifisch gestarteten DNA-Synthesereaktionen 
durchgefCihrt durch hitzestabile RNA- und/oder DNA-abhangige DNA- 
Polymerasen, wobei die sequenzspezifisch gestarteten DNA- 

10 Synthesereaktionen folgende Schritte enthalten: 

(1) Initiate thermische Denaturierung der Zielnukleinsaure; 

(2) Sequenzspezlfische Hybridisierung zweier Primer P1 und P2 an eine zu die- 
sen komplementare Sequenz der Zielnukleinsaure; 

15 (3) Verlangerung der Primer PI und P2 durch den katalysierten Einbau von De- 
soxyribonukleotiden an das f reie 3'-OH Ende der zu verlangemden Primer 
P1 und P2 durch eine hitzestabile RNA-abhangige oder DNA-abhangige 
DNA-Polymerase, wobei die Zielnukleinsaure als Matrize dient; 

(4) die Primer-Verlangerungsprodukte ihrerseits nach Eingang in Schritt (1) 
20 wieder als Matrize zur Primer-Hybridisierung der Primer PI und P2 dienen; 

und 

(5) die Schritte (1) bis (4) beliebig haufig wiederholt werden konnen und so die 
Nukleinsaure mit den gewunschten Eigenschaften synthetisiert werden kann, 
wobei die Primer P1 und P2 insgesamt oder zumindest im 3'-Bereich eine 

25 Sequenz enthalten, die komplementar zu einer bestimmten Sequenz der 

Zielnukleinsaure ist und sequenzspezifisch an diese Zielsequenz hybridisie* 
ran kann und wobei die Primer PI und P2 im 5 -Bereich eine Sequenz ent- 
halten konnen, die nicht komplementar zur Zielnukleinsaure ist und nicht an 
der Zielnukleinsaure hybridisieren kann und zusatzliche Funktionen enthalten 

30 kann. 
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Sequenzspeziflsch gestartete Nukleinsaure-Synthesereaktionen sind des weite- 
ren Bestandteil von auf in-vitro Transkription basierenden, isothermalen, expo- 
nentiellen Nukleinsaure- Amplifikationsverfahren wie z.B. NASBA (Nucleic Acid 
Sequence Based Amplification), 3SR (Self-Sustained Sequence Replication), 
2SR (Self-Sustained Sequence Replication ahnlich 3SR, jedoch ohne Verwen- 
dung von RNase H), TMA (Transcription-Mediated Amplification), und ahnlichen 
Verfahren. Bei diesen Methoden verwendet man sequenzspeziflsch bindende 
Primer, RNA- und DNA-abhangige DNA-Polymerasen, RNA-Polymerasen und 
geeignete Reaktionsbedingungen, wobei die exponentlellen Nukleinsaure- 
Ampllflkationsverfahren folgende Schrltte umfassen: 

(1) Herstellung eines einzlgen Reaktlonsmediums, welches eine Zielnukleinsau- 
re, einen ersten Primer PI , einen zwelten P2, eine RNA-abhangige DNA 
Polymerase, eine DNA-abhangige DNA-Polymerase, eine DNA-abhangige 
RNA-Polymerase, Ribonukleotide und Desoxyribonukleotide enthalt; 

(2) EInstellung von Reaktionsbedingungen, so daB Ampllfikationszyklen auf- 
recht erhalten werden konnen, wobei 

(3) die Erststrang-DNA-Synthese komplementar zur Zielnukleinsaure durchge- 
fuhrt wird durch die Hybridisierung eines Primers PI an eine komplementare 
Zielsequenz, gefolgt von einer Verlangerung des Primers PI durch Desoxyri- 
bonukleotide unter Venwendung einer RNA- oder DNA-abhangigen DNA- 
Polymerase, wobei die Zielnukleinsaure entweder eine DNA oder eine RNA 
sein kann, und 

(4) die Synthese der Zweitstrang-DNA komplementar zur Erststrang-DNA 
durchgefuhrt wird durch die enzymatische, themriische oder chemische De- 
naturierung oder Degradation der Zielnukleinsaure von der Erststrang-DNA 
und die Hybridisierung eines P2 an die komplementare Erststrang-DNA ge- 
folgt von einer Verlangerung des P2 durch Desoxyribonukleotide unter Ver- 
wendung einer RNA- oder DNA-abhangigen DNA-Polymerase, wobei die 
Primer P1 und P2 im 3'-Bereich eine Sequenz enthalten, die komplementar 
zur einer bestimmten Sequenz der Zielnukleinsaure ist und sequenzspezi- 
flsch an diese Zielsequenz hybridisieren kann und wobei mindestens einer 
der Primer P1 oder P2 oder beide Primer im 5'-Bereich eine Sequenz ent- 
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halten, die nicht komplementar zur Zielnukleinsaure ist und ntcht an der Ziel- 
nukleinsaure hybridisieren kann und eine DNA-abhangige RNA-Polymerase 
Promotorsequenz enthalt, 
(5) von dem aus eine /n-wfro Transkription des in den Schritten (1) bis (4) syn- 
thetisierten DNA-Molekuls durch die VenA/endung von DNA-abhangiger RNA- 
Polymerase und Ribonukleotiden durchgefuhrt werden kann, wobei die ent- 
stehenden /n-wfro Transkripte wiederum als Matrize dienen und unter se- 
quenzspezifischer Hybridisierung von Primer PI und P2 erneut Eingang in 
DNA-Erst- und Zweitstrang-Synthese finden, gefolgt von in-vitro Transkripti- 
on. Auf diese Weise wird eine exponentielle Amplifikation der Nukleinsaure 
erreicht. 

Sequenzspezifisch gestartete Nukleinsaure-Synthesereaktionen sind auBerdem 
Bestandteil von auf /n-wYro Transkription basierenden, linearen, isothemialen 
Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren. Diese Methoden werden unter VenA^en- 
dung sequenzspezifisch bindender Primer, von RNA- und DNA-abhangigen 
DNA-Polymerasen, und RNA-Polymerasen bei geeigneten Reaktionsbedingun- 
gen durcligefuhrt, wobei isothermale, lineare Nukleinsaure-Amplifikationen fol- 
gende Schritte umfassen: 

(1) Herstellung eines einzigen Reaktionsmediums, welches eine Zielnukleinsau- 
re, einen ersten Primer PI , einen zweiten P2, eine RNA-abhangige DNA 
Polymerase, eine DNA-abhangige DNA-Polymerase, eine DNA-abhangige 
RNA-Polymerase, Ribonukleotlde und Desoxyribonukleotide enthalt, 

(2) Durchfuhaing der Erststrang-DNA-Synthese komplementar zur Zielnuklein- 
saure durch die Hybridisierung eines Primers PI an eine komplementare 
Zielsequenz gefolgt von einer Verlangerung des Primers P1 durch Desoxyri- 
bonukleotide unter Verwendung einer RNA- Oder DNA-abhangigen DNA- 
Polymerase, wobei die Zielnukleinsaure entweder eine DNA odereine RNA 
sein kann; 

(3) die Synthese der Zweitstrang-DNA wird komplementar zur Erststrang-DNA 
durchgefuhrt durch die enzymatische, thermische Oder chemische Wegnah- 
me der Zielnukleinsaure von der Erststrang-DNA und die Hybridisierung ei- 
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nes P2 an die komplementare DNA des Erststrangs. Die Nukleinsaure- 
Zweltstrang-Synthese beginnt durch die sequenzspezifische Hybridisierung 
eines zweiten P2, eines Degradierungsprodul<ts der Zielnukleinsaure oder 
durch die Ruckfaltung des Nukleinsaure-Erststrangs an die zu diesem kom- 
5 plementare Sequenz des Nukleinsaure-Erststrangs der Zielnukleinsaure. 
Darauf folgt eine Verlangerung des P2 durch Desoxyribonukleotide unter 
Venwendung einer RNA- oder DNA-abhanglgen DNA-Polymerase, wobei die 
Primer PI und P2 im 3'-Bereich eine Sequenz enthalten, die komplementar 
zu einer bestimmten Sequenz der Zielnukleinsaure ist und sequenzspezifisch 

10 an diese Zielsequenz hybridisieren kann und wobei mindestens einer der 
Primer PI oder P2 oder die Primer PI und P2 im 5'-Bereich eine Sequenz 
enthalten, die nicht komplementar zur Zielnukleinsaure ist und nicht an der 
Zielnukleinsaure hybridisieren kann, und eine DNA-abhangige RNA- 
Polymerase eine Promotorsequenz enthalt, von der aus eine in-vitro Tran- 

15 skription des in den Schritten (1) bis (3) synthetisierten DNA-Molekuls durch 
die Verwendung von DNA-abhangiger RNA-Polymerase und Ribonukleotiden 
durchgefOhrt werden kann. Auf diese Weise wird eine lineare Amplifikation 
der Nukleinsaure erreicht. 

20 Bisher sind nur wenige Regein zum Aufbau des hybridisierenden Anteils von 
Primern bekannt, die fur sequenzspezifisch gestartete Nukleinsaure- 
Synthesereaktion unter Verwendung von Enzymen, z.B. Polymerasen oder Li- 
gasen, oder zum Zwecke von enzymatischen Reaktionen, die sequenzspezi- 
fisch gestartete Nukleinsaure-Synthesereaktionen unter Verwendung von En- 

25 zymen, z.B. DNA-Polymerasen, als Schlusselreaktion enthalten, eingesetzt 
werden (Dieffenbach et Dveksler, PGR Primer ~ a Laboratory Manual, Cold 
Spring Hartjour Laboratory Press 1995; ISBN: 0879694483. bes. S. 131-155; 
Sooknanan et ai., Nucleic Acid Sequence-Based Amplification, in: Wiedbrauk et 
Parkas (Hrsg.), Molecular Methods for Vims Detection, Academic Press 1995, 

30 S. 261-285; ISBN: 0127489207). Bisher aufgestellte Primerregein besagen, daB 

(1) der hybridisierende Sequenzanteil der Primer einen GC-Gehalt von 40-60 % 
aufweisen sollte; 
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(2) der hybridisierende Sequenzanteil der Primer eine Lange von 20-25 Nukleo- 
tiden (nt) aufweisen sollte; 

(3) Primer keine intramolekularen Sekundarstrukturen aufweisen sollten; 

(4) intermolekulare Dimerisierung von Primem vemiieden werden sollte; und 
5 (5) Primer einstuckig sein und keine Abbruchprodukte enthalten sollten. 

Zusatzlich zu den vorstehend genannten Punkten (1) bis (5) gilt fur Primer, die 
bei der Polymerase Chain Reaction (PGR) eingesetzt werden, dalB 

(6) falls der Primer eine uberwiegend GC-reiche Sequenz enthalten sollte, eine 
10 AT-reiche Sequenz an sein 5'-Ende angehangt werden sollte, und, falls um- 

gekehrt, der Primer eine uberwiegend AT-reiche Sequenz enthalten sollte, an 
sein 5'-Ende eine GC-reiche Sequenz angehangt werden sollte. 

Zusatzlich zu den vorstehend genannten Punkten (1) bis (5) gilt fiir den hybridi- 
15 sierenden Anteil von Primem fiir die NASBA (Nucleic Acid Sequence Based 
Amplification), daB 

(6*) die Base am 3'-Ende ein Adenin sein sollte und 

(7) die ersten 10 bis 12 Basen, die dem T7 RNA-Polymerase-Promotorfolgen, 
keine Sequenzfolgen enthalten sollen, die aus mehr als zwei direkt aufeinan- 

20 derfolgenden Pyrimidinen bestehen. 

Die vorgenannten Aussagen gelten sowohl fiir primare Primer P1 als auch fiir 
P2. 

25 Ein Nachtell von sequenzspezlfisch gestarteten Nukleinsaure- 

Synthesereaktionen, welche DNA-Polymerasen oder enzymatischen Reaktio- 
nen verwenden, die sequenzspezlfisch gestartete Nukleinsaure- 
Synthesereaktionen unter Verwendung von Enzymen, wie z.B. Polymerasen 
Oder Ligasen, als Schlusselreaktion enthalten, ist die Primer-abhangige Spezi- 

30 fitat, die Primer-abhangige Sensitivltat, und der Primer-abhangige Anteil an Se- 
kundar- und Hintergrundsignalen. So kann z.B. beobachtet werden, daB bei 
einigen isothermalen Nukleinsaure-Amplifikations-Reaktionen der Anteil an Se- 
kundarprodukten deutlich uberwiegt bis hin zum totalen Verlust des spezifi- 
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schen Signals. In den melsten Fallen hangt bei optimlerten Reaktlonsbedingun- 
gen eine niedrige Sensitivitat von einer nicht effizienten oder unspezifischen 
Prlmer-Hybridlsierung an die Zielsequenz ab. Reduzierte Sequenzspezifitat der 
Primer-Hybridislerung erhoht die Bildung von amplifizierbaren unspezifischen 
Produkten, die wiederum die Amplifikation der spezifischen Zjelsequenz redu- 
ziert Oder ganz verhindert (kompetitive Reaktion). Aufgrund des isothermalen 
Charakters einer Primer-abhangigen Nukleinsaure-Synthese kann die Spezifitat 
und Effizienz der Primer-Hybridisierung praktisch nicht durch Temperaturande- 
rung beeinfluBt werden. Aus diesem Grund 1st eine Selektion fur bestimmte 
Primer-Sequenzen zum Zwecke von sequenzspezifisch gestarteten Primer- 
abhangigen Nukleinsaure-Synthesereaktlon unter Venwendung von Enzymen, 
wie beispielsweise Polymerasen oder Ligasen, oder zum Zwecke von enzyma- 
tischen Reaktion, die sequenzspezifisch gestartete Primer-abhangige Nuklein- 
saure-Synthesereaktlonen unter Venwendung von Enzymen, z.B. Polymerasen 
Oder Ligasen, als Schliisselreaktion enthalten, essentiell fur sensitive und spe- 
zifische Reaktionen. 

Aus der US-A-5 409 818 ist ein Verfahren zur Amplifikation einer spezifischen 
Nukleinsauresequenz bekannt. Das Verfahren umfaf3t die Synthese einzel- 
strangiger RNA, einzelstrangiger DNA und doppelstranglger DNA. Die einzel- 
strangige RNA dient als Matritzefur einen ersten Primer, die einzelstrangige 
DNA ist eine zweite Matrize fur einen zweiten Primer und die doppelstrangige 
DNA ist eine dritte Matrize f iir die Synthese einer Vielzahl von Kopien der er- 
sten Matrize. Eine Sequenz des ersten oder zweiten Primers ist komplementar 
zu einer Sequenz der spezifischen NukleinsSure und eine Sequenz des ersten 
Oder zweiten Primers ist homolog zu einer Sequenz der spezifischen Nuklein- 
saure. Das in der US-A 5 409 818 beschriebene Amplifikatlonsverfahren kann 
dazu venwendet werden, um die Menge der spezifischen Nukleinsauresequenz 
zu vermehren um dadurch den Nachweis der spezifischen Nukleinsaurese- 
quenz zu ermoglichen, oder als Alternative zu herkommlichen Klonierungsme- 
thoden, um die Reinheit der spezifischen Nukleinsauresequenz zu ertiohen. 

Ein ahnliches Verfahren beschreibt auch die US-A-5 554 517. 
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In der WO 99/24454 werden bestimmte Primer fur den Einsatz in der Polymera- 
se-Kettenreaktion bei hohen Temperaturen (Denaturierung be! 95°C, Nuklein- 
saure-Synthese bei 72°C) beschrieben. 

5 

In der US-A-5 762 939 werden ebenfalls bestinnmte Primer fur den Einsatz in 
der Polymerase-Kettenreaktion bei hohen Temperaturen (Denaturierung bei 
94''C» Nukleinsaure-Synthese bei 72'*C) beschrieben. 

10 Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Primer anzuge- 
ben, deren hybridisierender Anteil derart aufgebaut ist, daB er mit sehr groBer 
Spezifitat und Effizienz an die Zielnukleinsaure bindet sowie die Ven^^endung 
derartiger Primer in sequenzspezifisch gestarteten, Primer-abhangigen Nu- 
kleinsaure-Synthesereaktionen und Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren, ins- 

15 besondere isothermale Amplifikationsverfahren. 

Diese Aufgabe lost die Erfindung durch den unabhangigen Patentanspruchen 
definierten Gegenstande. Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen, Aspekte und 
Details der Erfindung sind in den abhangigen Anspruchen, der Beschreibung, 
20 den Beispielen und der Zeichnung angegeben. 

Die vorliegende Erfindung hat Primer zum Gegenstand, die insbesondere bei 
isothermalen, primer-abhangigen Nukleinsaure-Syntheseprozessen oder iso- 
thermalen Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren einsetzbar sind. 

25 

Unter isothemialen, primer-abhangigen Nukleinsaure-Syntheseprozessen sol- 
len hier Prozesse verstanden werden, bei denen die Temperatur wahrend der 
Synthese um weniger als ± vorzugsweise weniger als ± 5°C schwankt. 

30 Unter isothermalen Nukleinsaure-Ampiifikationsverfahren sollen hier Verfahren 
verstanden werden, bei denen die Temperatur uber mehrere Amplifikationsrun- 
den um weniger als ± 10°C. vorzugsweise weniger als ± 5°C schwankt, d.h. 
insbesondere Verfahren. bei denen zwischen zwei Amplifikationsrunden die 
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Temperatur urn weniger als 10°C, vorzugsweise urn wenlger als 5°C angeho- 
ben wird. Typischerweise laufen solche isothermalen Amplifikationsverfahren 
wie z.B. NASBA uber eine Vielzahl von Amplifikationsrunden bei im wesentli- 
chen konstanter Temperatur ab, d.h. ohne dass die Temperatur wie z.B. bei der 
PGR zyklisch signifikant erhoht pder emiedrigt wird. 

Die erfindungsgemaf3en Primer zeichnen sich dadurch aus, daB der Anteil an 
Basen, die zwei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Ba- 
sen im Zielmolekul ausbilden konnen, In den letzten sechs Basen vor dem 3'- 
Ende im hybridisierenden Teil des Primers mindestens 50% ausmacht und der 
Anteil an Basen, die drei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondie- 
renden Basen im Zielmolekul ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 5'- 
Ende im hybridisierenden Teil des Primers mindestens 60% ausmacht. 

Dabei umfaBt der hybridisierende Teil der erfindungsgema3en Primer 12 bis 40 
Basen, vorzugsweise 15 bis 30 Basen, insbesondere 15 bis 20 Basen; ganz 
besonders bevorzugt sind Primer, bei denen der hybridisierende Teil aus 20 
Basen aufgebaut ist. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden Primer angege- 
ben, die sich dadurch auszeichnen, daB der Anteil an Basen, die zwei Wasser- 
stoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen Im Zielmolekul aus- 
bilden konnen, unter den letzten sechs Basen vor dem 3'-Ende im hybridisie- 
renden Teil mindestens 50% ausmacht und der Anteil an Basen, die drei Was- 
serstoffbriickenbindungen zu den korrespondierenden Basen im ZielmolekQI 
ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 5'-Ende im hybridisierenden Teil 
mindestens 70 % ausmacht. 



In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden Primer 
angegeben, die sich dadurch auszeichnen, daB der Anteil an Basen, die zwei 
Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen im Zielmole- 
kul ausbilden konnen, unter den letzten sechs Basen vor dem 3-Ende im hybri- 
disierenden Teil mindestens 50% ausmacht und daB der Anteil an Basen, die 
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drei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen im Ziel- 
molekul ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 5*-Ende des hybridisie- 
renden Tails des Primers mindestens 80% ausmacht. 

5 Vorzugsweise zeichnen sich die erfindungsgemaBen Primer dadurch aus, daB 
der Anteil an Basen, die zwei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespon- 
dierenden Basen im Zielmolekul ausbilden konnen, unter den letzten funf Basen 
vor dem 3*-Ende im hybridisierenden Teil mindestens 60% ausmacht. und daB 
der Anteil an Basen, die drei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespon- 

10 dierenden Basen im Zielmolekul ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 
5'-Ende des hybridisierenden Tells des Primers mindestens 60%, vorzugsweise 
mindestens 70% und insbesondere mindestens 80% ausmacht. 

Daneben betrifft die vorliegende Erfindung weitere bevorzugte Primer, die sich 
15 dadurch auszeichnen, daB der Anteil an Basen, die zwei Wasserstoffbrucken- 
bindungen zu den korrespondierenden Basen im Zielmolekul ausbilden konnen, 
unter den letzten funf Basen vor dem 3*-Ende im hybridisierenden Teil minde- 
stens 80% ausmacht, und daB der Anteil an Basen, die drei Wasserstoffbruk- 
kenbindungen zu den korrespondierenden Basen im Zielmolekul ausbilden 
20 konnen, im letzten Viertel vor dem 5*-Ende des hybridisierenden Tells des Pri- 
mers mindestens 60%, vorzugsweise 70% und insbesondere mindestens 80% 
ausmacht. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausftihrungsform betrifft die vorliegende 
25 Erfindung Primer, die sich dadurch auszeichnen, daB der Anteil an Basen, die 
zwei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen im Ziel- 
molekul ausbilden konnen, unter den letzten vier Basen vor dem 3'-Ende des 
hybridisierenden Teils mindestens 75% ausmacht, und daB der Anteil an Ba- 
sen, die drei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen 
30 im Zielmolekul ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 5*-Ende des hybri- 
disierenden Teils des Primers mindestens 60%, vorzugsweise mindestens 70% 
und insbesondere mindestens 80% ausmacht. 
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Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung insbesondere die zuvor be- 
schriebenen Primer, die sich dadurch auszeichnen, daB der Anteil an Basen, 
die zwei Wasserstoffbriickenbindungen zu den korrespondierenden Basen im 
Zielmolekul ausbilden konnen unter den letzten funf Basen vor dem 3'-Ende im 
5 hybridisierenden Teil mindestens 80% ausmacht und daB der Anteil an Basen, 
die drei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen im 
Zielmolekul ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 5'-Ende im hybridisie- 
renden Teil mindestens 70% ausmacht. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfin- 
dung Primer, die dadurch ausgezeichnet sind, daB der Anteil an Basen, die 
zwei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen im Ziel- 
molekul ausbilden konnen, unter den letzten vier Basen vor dem 3'-Ende im 
hybridisierenden Teil mindestens 75%, besser 100%, ausmacht und daB der 
Anteil an Basen, die drei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondie- 
renden Basen im Zielmolekul ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 5'- 
Ende im hybridisierenden Teil mindestens 80%, besser 1 00%, ausmacht. 

Vorzugsweise handelt es sich bei den Basen, die zwei Wasserstoffbruckenbin- 
20 dungen zu den korrespondierenden Basen in einem Zielmolekul ausbilden kon- 
nen, urn Adenin und/oder Thymin. 

Die Basen, die drei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden 
Basen in einem Zielmolekul ausbilden kSnnen, sind vorzugsweise Guanin 
25 und/oder Cytosin. 

Daneben betrifft die Erfindung ein Gemisch aus den erfindungsgemaBen Pri- 
mem, ein Verfahren zur Herstellung der Primer, und die Venwendung der Pri- 
mer fiir Primer-abhangige NukleinsSure-Syntheseprozesse oder fiir Nukleinsau- 
30 re-Amplifikationsverfahren, insbesondere isothermale Nukleinsaure- 
Amplifikationsverfahren. 
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Ferner betrifft die vorliegende Erfindung auch noch einen Kit fur die Durchfuh- 
rung von Primer-abhangigen Nukleinsaure-Syntheseprozessen oder Nuklein- 
saure-Amplifikationsverfahren, insbesondere isothermale Nukleinsaure- 
Amplifikationsverfahren, wobei der Kit die vorstehend beschriebenen Primer in 
5 elnem geeigneten Behalter enthalt. Daneben kann der Kit noch geeignete Puf- 
fersysteme, Enzyme, Nukleotide etc. enthalten. 

Die erfindungsgemaBen Primer konnen mit herkommlichen Nukleinsaure- 
Syntheseverfahren hergestellt und anschlieBend aus dem Syntheseansatz iso- 
10 liert werden. Beschrieben sind diese herkommlichen Verfahren beispielsweise 
in dem Buch von de la Vega und Guamos, Synthetic oligonucleotides, prepara- 
tion, analysis and applications, Springer, Berlin 1996. 

Intramolekulare Hybridisierung des Primers oder intermolekulare Hybridisierung 
15 zwischen verschiedenen Primem tritt nicht auf. 

Nachteilig an isothermalen, Primer-abhangigen Nukleinsaure- 
Syntheseprozessen und isothermalen Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren ist 
die von den Primern einer bestimmten Zielsequenz abhangige, starke Variabi- 
20 litat in Bezug auf Sensitivitat, Spezifitat und Menge an Hintergrund- und Sekun- 
darprodukten. Der Anteil an unenrt^unschten Sekundarprodukten manifestiert 
sich haufig schon in Ansatzen, die keine Matrizen-Nukleinsaure enthalten, son- 
dem nur das Reaktionsgemisch inklusive Primer (sog. Negativkontrolle). 

25 Bei isothermalen, Primer-abhangigen Nukleinsaure-Syntheseprozessen und 
isothermalen Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren kann eine schlechte Hybri- 
disierungsspezifltat oder Hybridisierungseffizienz von Primem wegen der limi- 
tierten Hitzestabilitat der beteiligten Enzyme nicht durch eine Veranderung (Er- 
hohung) der Primer-Hybridisierungstemperatur verbessert werden. Es muB da- 

30 her bei diesen Verfahren ein besonderes Augenmerk auf die verwendeten Pri- 
mer gelegt werden. Hier setzt die voriiegende Erfindung an. Die erfindungsge- 
maBen Primer weisen eine hohe Sensitivitat und Spezifitat im Hinblick auf die 
Primer-Bindung an eine bestimmte Zielsequenz auf. Daruber hinaus ist die Pro- 
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duktion unerwunschter Hintergrund- und Sekundarprodukte gegeniiber be- 
kannten Primem deutlich erniedrigt. 

Die Primer-Sequenz beeinfluBt Spezifitat und Effizienz der Primer- 
Hybridisierung mit der ZielnukleinsauFe. Dies wiederum beeinfluBt die Spezifitat 
der sequenzspezifiscfi gestarteten Primer-abliangigen Nukleinsaure- 
Syntliesereaktion unter Venwendung von Enzymen, wie z.B. Polymerasen Oder 
Ligasen, Oder von enzymatisciien Reaktionen, die sequenzspezifisch gestartete 
Primer-abhangige Nukleinsaure-Synthesereaktionen unter Venwendung von 
Enzymen, wie z.B. Polymerasen Oder Ligasen, als Schlusselreaktion enthalten. 
Eine Erhohung der Schmelztemperatur (Tm) zwischen Zielnuklelnsaure und 
Primer durch die Erhohung des GC-Gehaltes bzw. Verrlngerung des AT- 
Gehaltes der Primer-Sequenz fiihrt zu einer Erhohung der Prlmer- 
Hybridisierungseffizienz und zu einer Verrlngerung der Primer- 
Hybridisierungsspezifitat. Eine Verringerung des GC-Gehaltes bzw. eine Erho- 
hung des AT-Gehaltes der Primer-Sequenz fuhrt dagegen zu geringerer Hybri- 
disierungseffizienz, aber hoherer Hybridisierungsspezifitat zwischen Primer und 
Zielnuklelnsaure. 

Die Primer-abhangige Nukleinsaure-Synthese durch Enzyme, wie beispielswei- 
se RNA- Oder DNA-abhangige DNA-Polymerasen, ist eine Schlusselreaktion 
bei vielen DNA-Synthesereaktionen, wie z.B. cDNA-Synthese, PGR, RT/PCR 
und DNA-Sequenzierung, sowie isothermalen Amplifikationsreaktionen, wie z.B. 
NASBA, 3SR, TMA; SDA, LOR und anderen Methoden. Die Effizienz der Pri- 
mer-abhangigen DNA-Synthese hangt neben vielen anderen Bedingungen von 
der Effizienz und Spezifitat der Primer-Hybrldisierung ab. Die hier aufgefuhrte 

J!?'Q<^""9 betrim verbesserte Primer, welche eine erhohte Primer- 

Bindungseffizienz und -Spezifitat aufweisen, zum Zwecke einer verbesserten 
Primer-abhangigen Nukleinsaure-Synthese oder einer Verbesserung von Reak- 
tionen, die eine Primer-abhangige DNA-Synthese enthalten. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich insbesondere auf den hybridisierenden 
Anteil der Sequenz des Primers PI oder des P2 oder beider Primer PI und P2 
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fur sequenzspezifisch gestartete Primer-abhangige Nukleinsaure- 
Synthesereaktionen unter Verwendung von Enzymen fur die Nukleinsaure- 
Polymerisation, wie beispielsweise DNA-Polymerasen, oder enzymatische Re- 
aktionen, die sequenzspezifisch gestartete Primer-abhangige Nukleinsaure- 
5 Synthesereaktionen unter VenA/endung von Nukleinsaure-Polymerasen, wie 
DNA-Polymerasen. als Schlusselreaktion enthalten. 

Die erfindungsgemassen Primer konnen besonders vorteilhaft in primer- 
abhangigen Nukleinsaure-Syntheseprozessen oder isothermalen Amplifikati- 
10 onsverfahren eingesetzt werden, die bei moderaten Temperaturen ablaufen, 
z.B. cDNA-Synthese und NASBA. Im Gegensatz zu Primern aus dem Stand 
der Technik ist es bei den erfindungsgemassen Primern nicht notwendig, man- 
gelnde Spezifitat durch hohe Temperaturen zu kompensieren. 

Bevorzugt werden die Primer bei Nukleinsaure-Syntheseprozessen (z.B. cDNA- 
Synthese) oder isothermalen Amplifikationsverfahren (z.B. NASBA) eingesetzt, 
die bei Temperaturen zwischen 4°C und 70°C ablaufen, bevorzugt zwischen 
4°C und eS^'C, besonders bevorzugt zwischen 20°C und 50°C, ganz besonders 
bevorzugt zwischen 30°C und 50 ""C, insbesondere zwischen 34°C und 45°C. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist daher die Verwendung der 
erfindungsgemassen Primer in einem Nukleinsaure-Syntheseprozess oder iso- 
thennalen Amplifikationsverfahren, wobei dieser Prozess bzw. das Verfahren in 
einem Temperaturbereich zwischen A^'C und 70**C ablauft, bevorzugt zwischen 
4°C und 65°C, besonders bevorzugt zwischen 20^*0 und SO'^C, ganz besonders 
bevorzugt zwischen 30°C und 50 ""C. insbesondere zwischen 34°C und 45**C. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur primer- 
abhangigen Synthese von Nukleinsaure, bei dem 

(a) wenigstens ein Primer, eine nukleinsaurehaltige Probe, die eine Zielnuklein- 
saure enthalten kann, eine Nukleinsaure-Polymerase sowie geeignete Nu- 
kleotide oder eine Ligase gemischt werden, wobei der Primer dadurch ge- 
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kennzeichnet ist, daf3 der Anteil an Basen, die zwei Wasserstoffbriickenbin- 
dungen zu den korrespondierenden Basen in einem Zielmolekui ausbilden 
konnen, unter den letzten sechs Basen vor dem 3'-Ende des hybridisleren- 
den Tails des Primers mindestens 50% betragt und der Anteil an Basen, die 
5 drei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen in 
dem Zielmolekui ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 5'-Ende des 
hybridisierenden Toils des Primers mindestens 60% betragt; 

(b) die Mischung bei einer Temperatur von 4°C bis 70°C, bevorzugt zwischen 
10 4°Cund65''C, besonders bevorzugt zwischen 20'*C und 50°C, ganz be- 

sonders bevorzugt zwischen 30**C und 50 "C, insbesondere zwischen 34°C 
und 45°C, sowie unter ansonsten geeigneten Bedingungen so inkubiert wird, 
dass Nukleinsaure-Synthese stattflndet, wenn Zielnukleinsaure in der Probe 
enthalten ist. 

15 

Die Nukleinsaure-Polymerase oder Ligase hat dabei eine primer-abhangige 
Aktivitat und die Zielnukleinsaure ist ein geelgnetes Substrat dieser Nukleinsau- 
re-Polymerase Oder Ligase. Unter geeigneten Bedingungen ist dabei in der Re- 
gel ein wassriges, vorzugsweise in einem geeigneten pH-Berelch gepuffertes 
20 Milieu sowie erforderlichenfalls die Anwesenheit weiterer Komponenten (z.B. 
anorganische Saize, Betain, Semmalbumin etc.) zu verstehen. Die Temperatur 
ist dabei zweckmassigerweise dem Aktivitatsoptlmum des venwendeten En- 
zyms angepasst. 

25 Unter nukleinsSurehaltiger Probe ist jede Probe oder Preparation zu verstehen, 
die Nukleinsaure enthalt. Dies kann eine komplexe biologische Probe sein, die 

^®Jl® y'®'.?^h' yerschiedener Nukleinsauremol^^^^^^ und daruber hinaus weltere 

Substanzen enthalt, oder ein Nukleinsauregemisch, das von nicht- 
Nukleinsauren ganz oder weitgehend gereinigt wurde, oder ein Nukleinsaure- 

30 gemisch, das nur einen bestimmten Typ von Nukleinsaure enthalt (z.B. ein Ge- 
misch von mRNA-Molekiilen), die Probe kann aber auch nur eine einzige gerei- 
nigte Nukleinsaure enthalten. Das Verfahren kann dazu dienen, festzustellen, 
ob eine bestimmte Nukleinsaure In der Probe enthalten ist, und/oder in welcher 
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Menge sie in der Probe enthalten ist. Das Verfahren kann auch dazu dienen. 
Infomnationen (iber die Struktur einer in der Probe enthaltenen Nuklelnsaure zu 
enthalten, z.B. Sequenzinformationen, oder auch, unn Material (Nuklelnsaure) 
fur andere Applikationen herzustellen. 

5 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur primer- 
abhangigen Synthese von Nuklelnsaure, bei dem 

(a) wenigstens ein Primer nach an sich bekannten Methoden hergestellt wird, 
10 der dadurch gekennzeichnet ist, da3 der Anteil an Basen. die zwei Wasser- 

stoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen in einem Zielmo- 
lekiil ausbilden konnen, unter den letzten sechs Basen vor dem 3*-Ende des 
hybridisierenden Teils des Primers mindestens 50% betragt und der Anteil 
an Basen, die drei Wasserstoffbriickenbindungen zu den korrespondieren- 
15 den Basen in dem Zielmolekui ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 
5 -Ende des hybridisierenden Teils des Primers mindestens 60% betragt; 

(b) dieser oder die Primer, sowie wenigstens eine nukleinsaurehaltige Probe, 
die eine Zielnukleinsaure enthalten kann, eine Nukleinsaure-Polymerase 

20 sowie geeignete Nukleotide oder eine Ligase gemischt werden; 

(c) die Mischung bei einer Temperatur von 4°C bis 70°C, bevorzugt zwischen 
A^'C und 65°C, besonders bevorzugt zwischen ZO^'C und 50**C, ganz be- 
sonders bevorzugt zwischen 30°C und 50 ^'C, insbesondere zwischen 34^*0 

25 und 45**C, sowie unter ansonsten geeigneten Bedingungen so inkubiert wird, 
dass Nukleinsaure-Synthese stattfindet. wenn die Probe Zielnukleinsaure 
enthalt. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Amplifika- 
30 tion von Nukleinsaure, bei dem 

(a) wenigstens ein Primer, eine nukleinsaurehaltige Probe, die eine Zielnuklein- 
saure enthalten kann, eine Nukleinsaure-Polymerase oder Ligase, erforder- 
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lichenfalls geeignete Nukleotide sowie erforderlichenfalls weitere Kompo- 
nenten gemischt werden, wobei der Primer dadurch gekennzeichnet ist, daB 
der Anteil an Basen, die zwei Wasserstoffbriickenbindungen zu den korre- 
spondierenden Basen in einem Zielmolekul ausbiiden konnen, unter den 
letzten sechs Basen vor dem 3'-Ende des hybridisierenden Tells des Pri- 
mers mindestens 50% betrSgt und der Anteil an Basen, die drei Wasser- 
stoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen in dem Zielmole- 
kul ausbiiden konnen. im letzten Vierlel vor dem 5'-Ende des hybridisieren- 
den Teils des Primers mindestens 60% betragt; 

(b) die Mischung bei einer Temperatur von 4°C bis 70°C, bevorzugt zwischen 
4''C und 65°C, besonders bevorzugt zwischen 20°C und 50°C, ganz be- 
sonders bevorzugt zwischen 30°C und 50 °C, insbesondere zwischen 34°C 
und 45°C, sowie unter ansonsten geeigneten Bedingungen so inkubiert wird, 
dass Nukleinsaure-Amplifikation stattfindet, wenn die Probe Zielnukleinsaure 
enthalt. 



Weitere Komponenten konnen beispielsweise weitere Enzyme sein, im Falle 
der NASBA-Reaktion neben der reversen Transkriptase etwa T7-RNA- 
Polymerase und RNAse H. Die Mischung wird zur Ampliflkation vorzugsweise 
unter isothermaien Bedingungen inkubiert. Dabei schliesst dass erfindungsge- 
masse Verfahren nicht aus, dass vor und nach dem eigentlichen Amplifikati- 
onsabschnitt des Verfahrens Temperaturen eingestellt werden. die nicht In die- 
sem Sinne isothemi sind. So konnen Komponenten etwa bei 4° oder Raum- 
temperatur gemischt und erst anschliessend auf die fiir die Amplifikation geeig- 
nete Temperatur gebracht werden, oder nach Mischung von Zielnukleinsaure 

_ ^P^PJx aber vor Zugabe de/Jsjukleinsaure-Polymerase konnen z.B.-zur 

Denaturierung zeitweise hohere Temperaturen eingestellt und dann vor der Zu- 
gabe des Enzyms erniedrigt werden. Gemeint sind hier isotherme Bedingungen 
wahrend des Amplifikationsabschnittes des Verfahrens. Dabei ist unter Amplifi- 
kationsabschnitt der Abschnitt des Verfahrens zu verstehen. in dem Nuklein- 
saure-Synthese zyklisch wiedertiolt stattfindet und die Zahl der neu gebildeten 
Nukleinsauremolekule mit der Zeit ansteigt. z.B. linear oder exponentiell. Be- 
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finden sich zwischen den einzelnen Zyklen, in denen Nukleinsauresynthese 
stattfindet, Intervalle, in denen keine Nukleinsauresynthese stattfindet, gehoren 
diese Inten/alle zum Amplifikationsabschnitt dazu. 

5 Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Amplifika- 
tion von Nukleinsaure, bei dam 

(a) wenigstens ein Primer nach an sich bekannten Methoden hergestellt Wird, 
der dadurch gekennzeichnet ist, da(3 der Anteil an Basen, die zwei Wasser- 

10 stoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen in einem Zielmo- 
lekul ausbilden konnen, unter den letzten sechs Basen vor dem 3*-Ende des 
hybridisierenden Teils des Primers mindestens 50% betragt und der Anteil 
an Basen, die drei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondieren- 
den Basen in dem Zielmolekul ausbilden konnen, im letzten Viertel vor dem 

15 5*-Ende des hybridisierenden Teils des Primers mindestens 60% betragt; 

(b) der oder die Primer, wenigstens eine nukleinsaurehaltige Probe, die eine 
Zielnukleinsaure enthalten kann, eine Nukleinsaure-Polymerase oder Liga- 
se, erforderlichenfalls geeignete Nukleotide sowie erforderlichenfalls weitere 

20 Komponenten gemischt werden; 

(c) die Mischung bei einer Temperatur von 4°C bis 70*'C, bevorzugt zwischen 
4''C und 65°C. besonders bevorzugt zwischen 20°C und SC^C, ganz be- 
sonders bevorzugt zwischen SC'C und 50 X, insbesondere zwischen 34°C 

25 und 45*^0, sowie unter ansonsten geeigneten Bedingungen so inkubiert wird, 
dass Nukleinsaure-Amplifikation stattfindet, wenn die Probe Zielnukleinsaure 
enthalt. 

Die Mischung wird zur Amplifikation vorzugsweise unter isothermalen Bedin- 
30 gungen inkubiert. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner einen Kit fur die Durchfiihrung von Pri- 
mer-abhangigen Nukleinsaure-Syntheseprozessen oder Nukleinsaure- 
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Amplifikationsverfahren, insbesondere isothermale Nukleinsaure- 
Amplifikationsverfahren, wobei der Kit einen oder mehrere der vorstehend be- 
schriebenen Primer in einem geeigneten Behalter sowie Instruktionen in schrift- 
licher, bildlicher oder elektronischer Form (einschliesslich eines Verweises auf 
eine entsprechende Intemet-Seite) zur Ausfuhrung eines Nukleinsaure- 
Syntheseprozesses oder eines Nukleinsaure-Amplifikationsverfahrens enthalt, 
wobei bei dem Prozess oder Verfahren die Nukleinsaure-Synthese bei einer 
Temperatur von 4°C bis 70'*C, bevorzugt zwischen 4°C und 65°C. besonders 
bevorzugt zwischen 20°C und SCC, ganz besonders bevorzugt zwischen 30'C 
und 50 "C, insbesondere zwischen 34°C und 45''C ablaufen soil. Daneben kann 
der Kit noch geeignete Puffersysteme, Enzyme, Nukleotide etc. enthalten. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Zeichnungen und der Beispiele na- 
her eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1 bis 5 Agarosegele, welche die Auftrennung von mit bekannten und erfin- 
dungsgemaBen Primem hergestellten Amplifikationsprodukten zeigen. 

Die erfindungsgemaBen Primer sind besonders wirksam, wenn sie weder mit 
sich selbst hybridisieren (intramolekulare Hybridisierung) noch bei Einsatz meh- 
rerer Primer untereinander hybridisieren (intermolekulare Hybridisiemng). 

Wie bereits mehrfach enwahnt eignen sich die erfindungsgemaBen Primer ins- 
besondere fur den Einsatz bei isothermalen. Primer-abhangigen Nukleinsaure- 
Syntheseprozessen, wie DNA-Syntheseprozessen, sowie bei isothermalen Nu- 
klejnsaure-Amplifikationsverfahren^ 

Um die Uberlegenheit der neuen, erfindungsgemaBen Primer gegeniiber her- 
kommlichen Primem zu demonstrieren wurden diese unter ansonsten ver- 
gleichbaren Bedingungen in einem isothermalen Amplifikationsverfahren (NAS- 
BA, Nucleic Acid Sequence Based Amplification) getestet. Die Ergebnisse die- 
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ser Tests sind in den nachfolgenden Beispielen dargelegt sowie in den Fig. 1 
bis 5 dargestellt. 

Es wurde sine Reihe von Primer-Paaren (Primer PI und Primer P2) und Zielnu- 
5 kleinsauren getestet, wobei hauptsachlich nur ein Primer, namlich Primer P1 , in 
seinem Primer Design vergleichend zwischen bekannten und erfindungsgema- 
Ben Primer Design Regein getestet wurde. 

Der NASBA-Ansatz in den Beispielen wurde folgendermaBen durchgefuhrt. Die 
10 Reagenzien (Puffer, Nukleotide, Saize) wurden zusammen mit Wasser, Primer 
PI . Primer P2 und RNA bei SS^'C fur 5 min inkubiert und dann fur 5 min auf 
41 X abgekuhlt. AnschlieBend wurde ein Gemisch aus den Enzymen T7-RNA- 
Polymerase, RNase H und Reverse Transkriptase fiinzugegeben. Die Reaktion 
erfolgte dann fiir 90 min bei 41 ""C. Die entstandenen Reaktionsprodukte wurden 
15 anschlieBend auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, wobei die 
Konzentration der Gele 1 bis 1 ,2%-ig war. Die Spezifitat der Produkte wurde 
durch Standardverfahren verifiziert. Unter Standardverfahren sind insbesondere 
die GroBenbestimmung der entstehenden Fragmente im Agarosegel sowie die 
Hybridisierung mit einer radioaktiven Sonde, Blotting-Verfahren und Hybridisie- 
20 rungsbedingungen nach Sambrook, J., Fritsch E. F., Maniatis T., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual; 2"^ Edition; Cold Spring Harbour Laboratory; 
Cold Spring Harbour; NY, 1989; zu verstehen. Sowohl der Laufpuffer als auch 
der Gelpuffer waren 1x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer). Die angelegte 
Spannung betrug 4 V/cm, und die Elektrophoresen dauerten 30 bis 45 min. 

25 

Die 2u vergleichenden bekannten und erfindungsgemaBen Primer wurden hau- 
fig aus derselben Primer-Bindungsregion hergestellt, wobei sich beide Primer- 
bindestellen der Primer (bekannte und erfindungsgemaBe Primer) in der Regel 
uberlappten. Dabei zeigte sich, daB bei Verwendung der erfindungsgemaBen 
30 Primer im Vergleich zu herkommlichen Primern der Anteil an Hintergrundsignal 
reduziert ist, das Signal/Rausch-Verhaltnis und die Sensitivitat erhoht sind und 
starkere Signale beobachtet warden. 
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Beispiele 

Beispiel 1 

Dieses Beispiel betrifft die NASBA-Amplifikation eines Amplikons aus der NF- 
/cB-mRNA. Verglichen wurden die vier Primer A, B, C und D (siehe Tabelle 1) , 
wobei die Primer A und B herkommlicher Art waren und die Prirrier C und D 
erfindungsgemaBe Ausfuhrungsformen darstellen. 

Primer A hat AT-reiche 3 - und 5 '-Enden und T als terminate Base am 3 '-Ende. 
Primer B hat ebenfalls AT-reiche 3'- und 5'-Enden, allerdings ein C als termi- 
nate Base am 3 '-Ende. 

Die belden erfindungsgem&Ben Primer C und D zeigen ein GC-reiches 5'-Ende 
und ein AT-reiches 3'-Ende. Primer C enthalt ein A als terminate Base am 3'- 
Ende, wahrend Primer D ein T als terminate 3 -Base aufweist. 

Die genauen Primersequenzen sind in Tabelle 1 angegeben. 

Fig. 1 zeigt Agarosegele, auf denen die Ampllfikationsprodukte der mit den her- 
kommlichen und den erfindungsgemaBen Primem behandelten Ansatze aufge- 
trennt sind. 

Die Spuren 1 bis 5 fur die einzelnen Primer A bis D reprasentieren jeweils un- 
terschiedliche Mengen an RNArdie zur NASBX-ReaWibn eingesetzt~wurde^^^ ' 
Spur 1 betrifft den Ansatz mit 330 ng, Spur 2 den mit 20 ng, Spur 3 den mIt 1 ,3 
ng. Spur 4 den mit 0,08 ng und Spur 5 den mit 0 ng. M bezeichnet dte GrolBen- 
markerspur. 
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Das gewiinschte (spezifische) Produkt ist in Fig. 1 mit einem Pfeil markiert. Man 
erkennt deutlich. daB mit den Primem A und B neben den spezifischen in er- 
heblichem AusmaB unspezifische Amplifikationsprodukte gebildet wurden, wah- 
rend mit den erfindungsgemaBen Primern C und D die Ausbeute an spezifi- 
5 schen Produkten deutlich hoher war und die Bildung unenA^unschter Nebenpro- 
dukte weitestgehend unterblieb. Somit ist mit den erfindungsgemaBen Primem 
sowohl die Sensitivitat als auch die Spezifitat im Vergleich zu herkommlichen 
Primern signifikant verbessert. 



10 



TABELLE 1 

Primer ErfindungsgemaB Sequenz 



A nein AAACACCATGGTGGGAAACT 

15 B nein AAGACGATGGTGGGAAACTC 

C ja GGTCGGTGGGTCCGCTGAAA 

D ja GAGCGGGAAGGCACAGCAAT 



20 

Vergleichsbeispiel 

Auch dieses Beispiel betrifft die NASBA-Amplifikation eines Amplikons aus der 
25 NF-/cB-mRNA. Verglichen wurden ausschlieBlich Primer, die nicht nach den 
erfindungsgemaBen Vorgaben zusammengestellt wurden. 

Die Primer A, B, 0 und D (siefie Tabelle 2) weisen in Umkehrung der Meri<male 
der neuen, erfindungsgemaBen Primer anstelle eines AT-reichen 3'-Endes und 
30 eines GC-reichen 5'-Endes ein GC-reiches 3'-Endes und ein AT-reiches 5'- 
Ende auf. Primer E und F dagegen zeigen zwar ein AT-reiches 3'-Ende, aber 
auch ein AT-reiches 5 '-Ende. Die Primer A und B zeigen ein G als 3'-terminale 
Base, die Primer G, D und E weisen ein A als 3'-terminale Base auf und Primer 
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F tragt ein C als 3'-terminale Base. Der GC-Gehalt des hybridisierenden Teils 
aller Primer ist groRer oder gleich 50%. 

Die genauen Primersequenzen sind in Tabeile 2 gezeigt. 

5 _ 

In den Spuren 1 bis 5 des in Fig. 2 gezelgten Agarosegels sind unterschiedliche 
Mengen an Gesamt-RNA (1 = 330 ng; 2 = 20 ng; 3 = 1 ,3 ng; 4 =0.08 ng und 5 = 
0 ng) zur NASBA-Reaktion eingesetzt worden. M ist die Gr6Benmarl<erspur. Die 
spezifische ProduktgroBe ist mit einem Rell markiert. 

10 

Man erkennt deutlich, daB mit bisher venwendeten Primem oder bei Umkehrung 
der erfindungsgemaB angegebenen Primer Design Regel Sensitivitat und Spe- 
zifitat signifikant herabgesetzt sind. 

15 TABELLE 2 



Primer ErfindungsgemaB Sequenz 



A nein AGAAGGAAACACCATGGTGG 

B nein GAAGGAAACACCATGGTGGG 

20 C nein AAGGAAACACCATGGTGGGA 

D nein AGGAAACACCATGGTGGGAA 

E nein GGAAACACCATGGTGGGAAA 

F nein GAAACACCATGGTGGGAAAC 



25 

Beispiel 2 

Dieses Beispiel betrifft die NASBA-Amplifikation eines Amplikons aus der IL-1 
30 alpha-mRNA. Verglichen wurden, wie in Fig. 3 gezeigt, Amplifikationsprodukte, 
die mit herkommlichen Primem hergestellt wurden (die unter Ziffer 1 angegebe- 
nen Spuren) mit entsprechenden Produkten, bei deren Herstellung auf die neu- 
en, erflndungsgemaBen Primer zuruckgegriffen. wurde (Spuren, die unter den 
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Ziffern 2 und 3 zu sehen sind). Die unter Ziffer 4 angegebenen Spuren sind Ne- 
gativkontrollen; M ist die GroBenmarkerspur. 

Tabelle 3 gibt die genauen Primersequenzen wieder. 

5 

Die spezifische ProduktgroBe ist in dem in Fig. 3 gezeigten Agarosegel mit ei- 
nem Pfeil markiert. Man erkennt deutlich, daB mit herkommlichen Primern ne- 
ben spezifischen Produkten in erheblichem AusmaB auch unerwunschte, un- 
spezifische Amplifikationsprodukte gebildet werden. Nur beim Einsatz von er- 
10 findungsgemaBen Prinrjem findet man praktisch ohne storenden Hintergrund 
das spezifische, gewunschte Amplifikationsprodukt. 



TABELLE 3 

15 

Primer ErfindungsgemaB Sequenz 

1 nein GATTGAGGGCGTCATTCAGGA 

2 ja GAGGGGGTCATTGAGGATGA 

3 ja AGGGCGTCATTCAGGATGAA 

20 

Beispiel 3 

In diesem Beispiel wird die NASBA-Amplifikation eines Amplikons aus der IL10- 
25 mRNA beschrieben. Bei dem in Fig. 4 gezeigten Agarosegel sind die mit her- 
kommlichen Primern erhaltenen Amplifikationsprodukte auf den Spuren 1 und 2 
gezeigt, wahrend die mit dem neuen, erfindungsgemaBen Primer gewonnenen 
Produkte auf die unter Ziffer 3 dargestellten Spuren aufgetragen wurden*Die 
Spuren unter Ziffer 4 sind Negativkontrollen, und M ist wieder die GroBenmark- 
30 erspur. Die spezifische ProduktgroBe Ist in Fig. 4 mit einem Pfeil markiert. 
Die exakten Primersequenzen sind in Tabelle 4 angegeben. 
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Man kann deutlich erkennen, daR mit den herkommlichen Primem praktisch nur 
unspezifische Amplifikationsprodukte geblldet wurden, wahrend mit dem erfin- 
dungsgemaBen Primer groBtenteils das spezifische Amplifikationsprodukt er- 
halten wird. 



TABELLE 4 

Primer ErfindungsgemaB Sequenz 

1 nein AAGCTTCTGTTGGCTCCCCA 

2 nein TGTTGGCTCCCCAAAGAACA 

3 ja GCTTCTGTTGGCTCCCCAAA 

Beispiel 4 

In diesem Beispiel wIrd die NASBA-Amplifikation eines Amplikons aus der c- 
fos-mRNA gezeigt. Das Ergebnis ist in Fig. 5 dargestellt. Aufgetragen wurden 
dort mit herkommlichen Primern gewonnene Amplifikationsprodukte (Spuren A1 
und A2 sowie B1 und B2) mit den Produkten, bei denen die neuen, erfindungs- 
gemaBen Primer (Spuren CI und C2) eingesetzt wurden. Die drei Spuren N 
sind Negativkontrollen; M ist wieder die GroBenmarkerspur. Die spezifische 
ProduktgroBe ist mit einem Reil markiert. 

Die Sequenzen der In diesem Beispiel eingesetzten Primer sind In Tabelle 5 
aufgefiihrt. 

Man erkennt deutlich, daB bei einem schwach exprimierten Gen mit herkommli- 
chen Primern nur unspezifische Amplifikationsprodukte geblldet werden. Nur 
mit erflndungsgemaBen Primem erhalt man das spezifische Amplifikationspro- 
dukt in erheblicher Ausbeute (slehe insbesondere Spur C2). 
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TABELLE 5 

Primer ErfindungsgemaB Sequenz 

5 ""a nein GAAGACGTGTAAGCAGTGCA 

B nein TAGGTGAAGAGGAAGGAAGA 

0 ja AGACGAAGGAAGACGTGTAA 

Die Ergebnisse der vorstehenden Beispiele zusammenfassend kann festgestellt 
10 werden, daB eine Vielzahl von herkommlichen und erfindungsgemaBen Primem 
auf ihre Fahigkeit hin untersucht wurde, spezifische Amplifikationsprodukte zu 
bilden bzw. die Bildung unerwunschter Nebenprodukte mogliclist weitgehend zu 
unterdrucken. Dabei fiel auf, daB herkommliche Primer in sehr viel groBerem 
AusmaB dazu neigen, unspezifische Nebenprodukte, unscharfe Banden oder 
15 falsch positive Ergebnisse, d.h. Produkte mit falscher GroBe, zu bilden, wah- 
rend bei Verwendung von erfindungsgemaBen Primern praktisch immer eine 
erhebliche Ausbeute an spezifischem Ampliflkationsprodukt erhalten werden 
konnte. 

20 Setzt man die Anzahl von Reaktionen B, die zu Hintergrund-Signalen fuhren, 
ins Verhaltnis zu der Anzahl an Reaktionen O, die zu keinem Hlntergrund- 
Signal fuhren, erhalt man folgendes Ergebnis: 

Verhaltnis B/O 
25 Herkommliche Primer 1 ,25 

ErfindungsgemaBe Primer 0,86 

Dies bedeutet, daB bei Verwendung herkommlicher Primer mehr als 45% mehr 
30 Hintergrund-Signale und damit unspezifische Produkte auftreten als bei Einsatz 
der neuen, erfindungsgemaBen Primer. Die vorstehend angegebene Berech- 
nung bezieht sich auf alle in der vorliegenden Anmeldung angegebenen Bei- 
spiele sowie auf weitere untersuchte, nicht naher aufgefuhrte Primer. 
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Die neuen, erfindungsgemaBen Primer ermoglichen somit eine holiere Aus- 
beute an spezifischem Produkt bei reduziertem HIntergrundsignal (reduzierte 
Menge an HIntergrund- und Sekundarprodukten). Dies geht zuriick auf eine 
hohe Spezifitat und Sensitivitat der erfindungsgenriaBen Primer in Bezug auf die 
verwendeten Matrizen, was diese Primer besonders geeignet macht zum Ein^ 
satz bei isothermalen, Primer-abhangigen Nukleinsaure-Syntheseprozessen 
und isotfiermaien Nukleinsaure-Amplifikationsverfaliren, bei denen die Bindung 
des Primers an die Matrize niclit durch eine Temperaturanderung beeinfluBt 
werden kann. 



Beispiel 5 

Diese Beispiel betrifft eine Reaktion mit einer RNA-abhangigen DNA- 
Polymerase (Reverse Transkriptase). Wie oben angefuhrt, bestimmen zwei Pa- 
rameter das Priming von Nukleinsauresynthese-Prozessen: zum einen die 
Spezifitat und zum anderen die Effizienz. Beide Parameter des Priming lassen 
sich bei Reverse-Transkriptase Reaktionen durcli eine anschlieBende PGR be- 
stimmen: Die Effizienz des Priming kann bestimmt werden durch die Amplifika- 
tion spezifischer Sequenzen, d.h. der Sequenzen, die geprimt wurden. In die- 
sem Fall wiirde ein stari<es Signal (nach der PGR) einem effizienten Priming bei 
der Reverse-Transkriptase Reaktion entsprechen. Die Spezifitat des Priming 
hingegen laBt sich durch die Ampllfikation von Sequenzen, die eigentlich nicht 
geprimt werden dQrfen, bestimmen. In diesem Fall wiirde eIn schwaches Signal 
nach PGR einem spezifischen Priming bei der Reverse-Transkriptase Reaktion 
entsprechen. 

Spezifitat und Effizienz des Priming bei der Reverse-Transkriptase Reaktion 
wurde mit erfindungsgemaBen (A: GGA GGA GGA ATG ATG TTG A und C: 
GGG TGG GTG GGT GGG CTG AA ) und heri<6mmlichen (B: GTG TCA AGT 
GAG TGT ACA GG und D: AGA AGG AAA GAG CAT GGT GG) Primem bei 
den Transkripten B-Aktin (A und B) und NF-^cB (C und D) bestimmt. Dazu wur- 
den Reverse-Transkriptase Reaktionen mit Total-RNA aus Hela-Zellen mit den 
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benannten Primern und der Reverse Transkriptase Omniscript® (Qiagen, Hil- 
den. Deutschland) durchgefuhrt. Die PGR zur Bestimmung der Effizienz (Fig, 6) 
wurde mit den Transkript-spezifischen Primern von B-Aktin (Bacti 1: GGA GGA 
GCA ATG ATC TTG A ; 3act12: GTC CTG TGG CAT CCA CGA AA ) und NF- 
5 kB (p65.2: GCC TTC CGA CCG GGA GCT CA; p65.7: GGG TCG GTG GGT 
CCG CTG AA ) in einem 20 \^\ Ansatz durchgefuhrt. Die PCR zur Bestimmung 
der Spezifitat wurde mit Primern durchgefuhrt, die spezifisch Sequenzen der 
28S rRNA ampllfizieren (28S1 : CTC AGT AAC GGC GAG TGA AC; 28S2: 
GTA CTT GTT GAG TAT CGG TC) (Fig. 7). 

10 

Durch das starkere Amplifikationsignal be! der Amplifikation des spezifischen 
Priming-Produktes mit den erfindungsgemaBen Primern in Figur 6 erkennt man 
deutlich die hohere Effizienz des Primings bei den erfindungsgemaBen Primern. 
Auf der anderen Seite laBt sich eine hohere Priming-Spezifitat durch die gerin- 

15 gere Signalintensitat bei der Amplifikation des unspezifischen Priming- 
Produktes mit den erfindungsgemaBen Primern in Figur 7 erkennen. Dariiber- 
hinaus findet man Sekundarprodukte, wenn das Priming der Reverse- 
Transkriptase Reaktion mit den herkommlichen Primern stattfand (Figur 6, Pri- 
mer B und D). Diese unerwunschten Nebenprodukte wurden bei Reverse- 

20 Transkriptase-Reaktionen mit den erfindungsgemaBen Primern nicht beobach- 
tet. 

Somit ist mit den erfindungsgemaBen Primern sowohl Priming-Effizienz wie 
auch -Spezifitat im Vergleich zu herkommlichen Primem signifikant verbessert. 
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Patentanspruche 



2. 



Primer, dadurch gekennzeichnet, daB der Anteil an Basen, die zwei Was- 
serstoffbriickenbindungen zu den korrespondierenden Basen in einem 
Zielmolekiil ausbilden konnen. unter den letzten sechs Basen vor dem 3'- 
Ende des hybridisierenden Teils des Primers mindestens 50% betragt und 
der Anteil an Basen. die drei Wasserstoffbruckenblndungen zu den korre- 
spondierenden Basen in dem Zlelmolekul ausbilden konnen. im letzten 
Viertel vor dem 5'-Ende des hybridisierenden Tells des Primers mindestens 
60% betragt. 

Primer nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daB der Anteil an Ba- 
sen. die zwel Wasserstoffbruckenblndungen zu den korrespondierenden 
Basen Im Zlelmolekul ausbilden konnen, unter den letzten vier Basen vor 
dem 3'-Ende des hybridisierenden Tells des Primers mindestens 75%, vor- 
zugsweise 100%. ausmacht. und daB der Anteil an Basen, die drei Was- 
serstoffbruckenblndungen zu den korrespondierenden Basen Im Zlelmole- 
kOI ausbilden konnen, Im letzten Viertel vor dem 5'-Ende Im hybridisieren- 
den Tell mindestens 80%. vorzugswelse 100%. ausmacht. 

Gemisch aus mindestens zwel Primem gemaB eInem der AnsprQche 1 
Oder 2, dadurch gekennzeichnet. daB die Primer derail aufgebaut sind. daB 
kelne Intermolekulare und/oder intramolekulare Wechselwlrkung auftritt. 

Ve1^ah>en-zur Hersteirung elnes'Primers gemaB ei^^^^ 

3, dadurch gekennzeichnet, daB man die Primer nach an sich bekannten 

Verfahren herstellt und Isoliert. 
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5. Verwendung eines Primers Oder mehrerer Primer gemaB einem der An- 
spruche 1 Oder 2 oder des Gemischs aus Primern gemaB Anspruch 3 fur 
einen primer-abhangigen Nukleinsaure-Syntheseprozess. 

5 6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass dieser Pro- 
zess in einem Temperaturbereich zwischen 4*^0 und 70°C ablauft, bevor- 
zugt zwischen 20**C und SO^'C. 

7. Verwendung eines Primers oder mehrerer Primer gemaB einem der An- 
10 spruche 1 oder 2 oder des Gemischs aus Primern gemaB Anspruch 3 fur 

ein Nukleinsaure-Amplif ikationsverf ahren . 

8. VenA/endung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Nuklein- 
saure-Synthese in diesem Verfahren in einem Temperaturbereich zwischen 

15 4°C und 70°C ablauft, bevorzugt zwischen 20°G und 50°C. 

9. VenA/endung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Amplifikationsabschnitt des Verfahrens unter isothermalen Bedingungen 
ablauft. 

20 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB das isothennale Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren eine Nucleic 
Acid Sequence Based Amplification (NASBA) 1st. 

25 11. Verfahren zur primer-abhangigen Synthese von Nukleinsaure, bei dem 

(a) wenigstens ein Primer, eine nukleinsaurehaltige Probe, die eine Zieinu- 
kleinsaure enthalten kann, eine Nukleinsaure-Polymerase oder eine Li- 
gase sowie erforderiichenfalls geeignete Nukleotide gemischt werden, 
30 wobei der Primer dadurch gekennzeichnet ist, daB der Anteil an Basen, 

die zwei Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Ba- 
sen in einem Zielmolekul ausbilden konnen, unter den letzten sechs 
Basen vor dem 3*-Ende des hybridisierenden Tells des Primers minde- 
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stens 50% betragt und der Anteil an Basen, die drei Wasserstoffbruk- 
kenbindungen zu den korrespondierenden Basen in dem Zielmolekul 
ausbllden konnen, im letzten Viertel vor dem 5'-Ende des hybridisieren- 
den Tails des Prinners mindestens 60% betragt; 

(b) die Mischung bei einer Temperatur von 4X bis 70°C, bevorzugt zwi- 
schen 20°C und SO'C, sowie unter ansonsten geelgneten Bedingungen 
so Inkubiert wird, dass Nukleinsaure-Synthese stattfindet, wenn Zielnu- 
kleinsaure in der Probe enthalten 1st. 

12. Verfahren zur primer-abhangigen Synthese von Nukleinsaure, bei dem 

(a) wenigstens ein Primer nach an sich bekannten Methoden hergestellt 
wird, der dadurch gekennzeichnet ist, da3 der Anteil an Basen, die zwei 
Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen in ei- 
nem Zielmolekul aush»ilden konnen, unter den letzten sechs Basen vor 
dem 3'-Ende des hybridisierenden Teils des Primers mindestens 50% 
betragt und der Anteil an Basen, die drei Wasserstoffbruckenbindungen 
zu den kon^espondierenden Basen in dem Zielmolekul ausbilden kon- 
nen, im letzten Viertel vor dem 5'-Ende des hybridisierenden Teils des 
Primers mindestens 60% betragt; 

(b) dieser oder die Primer, sowie wenigstens , eine nukleinsaurehaltige 
Probe, die eine ZielnuklelnsSure enthalten kann, eine Nukleinsaure- 
Polymerase oder eine Ligase sowie erforderiichenfalls geeignete Nu- 
kleotide gemischt werden; 

(c) die Mischung bei einer Temperatur von 4°C bis 70°C, bevorzugt zwl- 
schen 20°C und 50°C, sowie unter ansonsten geeigneten Bedingungen 
so inkubiert wird, dass Nukleinsaure-Synthese stattfindet, wenn Zielnu- 
kleinsaure in der Probe enthalten ist. 

13. Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsaure, bei dem 
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(a) wenigstens ein Primer, eine nukleinsaurehaltige Probe, die eine Zielnu- 
kleinsaure enthalten kann. eine Nukleinsaure-Polymerase odereine Li- 

5 gase, erforderlichenfalls geeignete Nukleotide sowie erforderlichenfalls 

weitere Komponenten gemischt warden, wobei der Primer dadurch ge- 
kennzeichnet ist, daB der Anteil an Basen, die zwei Wasserstoffbruk- 
kenbindungen zu den korrespondierenden Basen in einem Zielmolekul 
ausbilden konnen, unter den letzten sechs Basen vor dem 3*-Ende des 

10 hybridisierenden Teils des Primers mindestens 50% betragt und der 

Anteil an Basen, die drei WasserstoffbrCickenbindungen zu den korre- 
spondierenden Basen in dem Zielmolekul ausbilden konnen, im letzten 
Viertel vor dem 5*-Ende des hybridisierenden Teils des Primers minde- 
stens 60% betragt; 

15 

(b) die Mischung bei einer Temperatur von 4^*0 bis TO^'C, bevorzugt zwi- 
schen 20''C und SC'C, sowie unter ansonsten geeigneten Bedingungen 
so inkubiert wird, dass Nukleinsaure-Amplifikation stattfindet, wenn 
Zielnukleinsaure in der Probe enthalten ist. 

20 

14. Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsaure, bei dem 

(a) wenigstens ein Primer nach an sich bekannten Methoden hergestellt 
wird, der dadurch gekennzeichnet ist, dal3 der Anteil an Basen, die zwei 

25 Wasserstoffbruckenbindungen zu den korrespondierenden Basen in ei- 

nem Zielmolekul ausbilden konnen, unter den letzten sechs Basen vor 
dem 3'-Ende des hybridisierenden Teils des Primers mindestens 50% 
betragt und der Anteil an Basen, die drei Wasserstoffbruckenbindungen 
zu den korrespondierenden Basen in dem Zielmolekul ausbilden kon- 

30 nen, im letzten Viertel vor dem 5'-Ende des hybridisierenden Teils des 

Primers mindestens 60% betragt; 
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(b) der Oder die Primer, wenigstens eine nukleinsaurehaltige Probe, die ei- 
ne Zielnukleinsaure enthalten kann, eine Nukleinsaure-Polymerase 
Oder LIgase, erforderlichenfalls geeignete Nukleotide sowie erforderli- 
chenfalls weltere Komponenten gemischt werden; 

(c) die Mischung bei einer Temperatur von 4°C bis 70°C, bevorzugt zwi- 
schen 20°C und SCC, sowie unter ansonsten geeigneten Bedingungen 
so Inkubiert wird, dass Nukleinsaure-Amplifikation stattfindet, wenn 
Zielnukleinsaure in der Probe enthalten ist. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass Schritt (b) in Anspruch 13 oder Schritt (c) in Anspruch 14 unter iso- 
thermalen Bedingungen ablaufen. 

16. Kit fur Primer-abhangige Nukleinsaure-Syntheseprozesse oder Nukleinsau- 
re-Amplifikationsverfahren, wobei der Kit mindestens einen Primer gemaB 
einem der Anspruche 1 oder 2 oder ein Gemisch aus Primem gemaS An- 
spruch 3 in einem geeigneten Behalter enthalt. 

17. Kit nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass er zusatzlich Instruk- 
tionen in schriftlicher, bildlicher oder elektronlscher Forni (einschliesslich 
eines Verweises auf eine entsprechende Intemet-Selte) zur Ausfuhrung ei- 
nes Nukleinsaure-Syntheseprozesses oder eines Nukleinsaure- 
Amplifikationsverfahrens enth&lt, wobei bei dem Prozess oder Verfahren 
die Nukleins&ure-Synthese bei einer Temperatur von 4°C bis 70°C, bevor- 
zugt zwischen 20°C und 50°C ablaufen soli. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

<110> QIAGEN GmbH 

5 <12 0> Primer, insbesondere fur Primer-abhangige 
Nukleinsaure-Syntheseprozesse und 
Nukleinsaure-Amplif ikationsverfahren " 

<13 0> PA059-PCT 

10 

<160> 27 

<17 0> Patentin Ver. 2.1 

15 <210> 1 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
20 <22 0> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 
<400> 1 

aaacaccatg gtgggaaact 

25 

<210> 2 
<211> 20 
<212> DNA 
30 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 

35 <400> 2 

aacaccatgg tgggaaactc 



<210> 3 
40 <211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

^22 0> 

45 <22 3> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 

<400> 3 

ggtcggtggg tccgctgaaa 

50 

<210> 4 
<211> 20 
<212> DNA 
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<213> Kiinstliche Seguenz 
<220> 

<22 3> Beschreibung der kiinst lichen Sequenzin/a 

5 

<400> 4 

gagcgggaag gcacagcaat 20 

10 <21Q> 5 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
15 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 



<210> 6 
<211> 20 
<212> DNA 
25 <213> Kunstliche Secjuenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 
30 <400> 6 

gaaggaaaca ccatggtggg 20 

<210> 7 
35 <211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

40 <22 3> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 
<400> 7 

aaggaaacac catggtggga 20 

45 

<210> 8 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

50 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 



<400> 5 

agaaggaaac accatggtgg 



20 



20 



55 



<400> 8 

aggaaacacc atggtgggaa 



20 
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<210> 9 
<211> 20 
5 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 

10 

<400> 9 

ggaaacacca tggtgggaaa 



15 <210> 10 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
20 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 

<400> 10 

gaaacaccat ggtgggaaac 

25 

<210> 11 
<211> 21 
<212> DNA 
30 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz :n/a 

35 <400> 11 

gattgagggc gtcattcagg a 



<210> 12 
40 <211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

5220^> 

45 <223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz :n/a 

<400> 12 

gagggcgtca ttcaggatga 

50 

<210> 13 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

55 
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<220> ^ 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenzm/a 

<400> 13 
5 agggcgtcat tcaggatgaa 



<210> 14 

<211> 20 

10 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 

15 

<400> 14 

aagcttctgt tggctcccca 



20 <210> 15 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
25 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 
<400> 15 

tgttggctcc ccaaagaaca 

30 

<210> 16 
<211> 20 
<212> DNA 
35 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 

40 <400> 16 

gcttctgttg gctccccaaa 



<210> 17 
45 <211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

50 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 
<400> 17 

gaagacgtgt aagcagtgca 

55 
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5 

<210> 18 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

5 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Secjuenzin/a 

<400> 18 
10 taggtgaaga cgaaggaaga 



<210> 19 
<211> 20 
15 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 

20 

<400> 19 

agacgaagga agacgtgtaa 



25 <210> 20 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
30 <22 0> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 
<400> 19 

ggaggagcaa tgatcttga 

35 

<210> 21 
<211> 20 
<212> DNA 
40 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sec[uenz:n/a 

45" <400V 21 

gggtcggtgg gtccgctgaa 



<210> 22 
50 <211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

55 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz :n/a 
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<400> 22 

gtctcaagtc agtgtacagg 

5 

<210> 23 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 

10 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz :n/a 

<400> 23 
15 agaaggaaac accatggtgg 

<210> 24 
<211> 20 
20 <212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz :n/a 

25 

<400> 24 

gtcctgtggc atccacgaaa 



30 <210> 25 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
35 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz :n/a 
<400> 25 

gccttccgac cgggagctca 

40 

<210> 26 
<211> 20 
<212> DNA 
45 <213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz :n/a 

50 <400> 26 

ctcagtaacg gcgagtgaac 



<210> 27 
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<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz :n/a 
<400> 27 

gtacttgttg actatcggtc 
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